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RESUMO

.....

da meiose. A manutencio de ovdcitos imaturos cm FFb pode ser uma alternativa para o
transporte dessas estruturas apds a aspiracfio folicular. O objetivo deste trabalho foi de
avaliar o efeito do FFb sobrc a manutengdo de ovocitos imaturos recém aspirados de
bovinos, avaliando as taxas de clivagem, de blastocistos ¢ de eclosio dos blastocistos. O
FFb foi obtido dc foliculos de 2 a 6 mm. Os ovocitos aspirados foram divididos
aleatoriamente em: (T1) Talp Hepes e 70% de FFb, (T2) 100 % de FFb, (T3) 100 % de
Talp Hepes, (T4) ovocitos maturados iz visro (MIV) logo apds a aspiragdo por 24 horas ¢
fecundados por 22 horas (FIV).representando o grupo controle. Apds a fecundagdo os
embrides foram cultivados em CR2. A taxa dc ¢livagem foi avaliada com 72 horas, a taxa

de blastocistos no 7° dia apds fecundagio (dpf) e a taxa de blastocistos eclodidos no 10° e



Y

11° dpf. Os resultados foram analisados pele Qui-quadrado. A taxa de clivagem, de
blastocistos ¢ de blastocistos eclodidos foram semelhantes (p>0,035) entre os tratamentos. A
proporgio de blastocistos no 7° dpt foi maior (p<0.05) para o grupo controle, Os tesultados
demonstram que apés aspiragio dos ovocitos, mantidos no FFh, quando aguecido a 37°C,
durante 5 horas causa um pequeno atraso no desenvolvimento embrionério, obhservado pela
menor laxa de blastocistos no 7° dia apos fecundagdo. Entretanto, este atraso ndo foi
observado no 8%dpf, sendo o FFb indicado como meio de transporie desses ovocitos até o

laboratorio no periodo de tempo citado.



SUMARY

The bovine follicular fluid (bfl) probability has an action inhibitory on the restart of
the meiosis. The maintenance of immature vocyles in bif can be an alternative for the
transport of those structures after the follicular aspiration. The objective of this work was
cvaluate the effect of the bff on the maintcnance of recently aspired immature cocytes of
bovine. The bff was obtained of follicles with digmeter among 2 to 6 mm. Oocyles were
randomly divided in four treatments: (T1) 70% of bil'in Talp Hepes, (T2) 100% of bff, (13)
100% of Talp llepes and (T4) the oocytes were in vitro maturation immediately after the
aspiration, In vitro maturation was done for 24 hours and in vitro lettilization for 22 hours,
that represented the control group. After the fertilization, the embryo was cultured in CR2.
The cleavage rate was cvaluated in 72 hours, the blastocyst rate in the 7th and 8th day and

the hatched blastocyst rate in the 10th and 11st day after the fertilization. The results were



analysed by Chi-square. The cleavage, blastocyst and hatched blastocyst rate were similar
(p>0,05) to the treatments. However, the blastocyst proportion in the 7th day afier
fertilization was larger (p<0,05) in the control group. The results demonstrate that bff can
maintain bovine oocytes, for 5 hours after the aspiration, can cause a small delay in the
embryonic development, observed by the lowest blastocyst rate in the 7th day, however it
was not observed in the Bth day after fertilization. However, the bff can be indicated as

transportation medium of the oocytes to the laboratory in the periad of time mencioned.



1. INTRODUCAO

O emprego de biotecnologia, como a produgdo in vitro de embrides, representa um
orande potencial para a otimizagdo de resultados na reprodugio ammal. Esta biotécnica
possibilita o aproveitamento de um maior alimere de ovocilos, e com isso oferece melhores
perspectivas para a produgdo de embrides em larga escala. Entretanto, a taxa de
desenvolvimento de embrides bovinos produzidos in vitro apds a maturagdo in vitro (MIV)
¢ fecundagdo in vitro (FIV), é menor do que a verificada in vivo (HY'TTEL ef af. 1997). Um
dos fatores que contribui para isso é o comprometimento do potencial de desenvolvimento
do ovocito. Corroborando com esta afirmagiio, MOTLIK & FULKA (1986) observaram
que os ovdcitos de bovino vdo gradualmenie adquirindo condi¢Bes necessarias para o
desenvolvimento do concepto.

Os sistemas de maturago in vifro, ainda ndo permilem que 0s evenlos fisiologicos

nuclearcs aconteccam em forma sincronizada com os citoplasmaticos, quando comparados &



maturagdo iz vivo, sendo possivelmenie uma das razdes pela baixa qualidade de embriGes
procedentes da MEV ¢ FIV (MOOR & WARNES, 1979a).

Sio fundamentais as pesquisas sobre essa biotecnologia, principalmente em sistemas
de manuteng¢do de ovocitos, pois a viabilidade destes é essencial para o desenvalvimento
embrionario in vifro.

O fato da maturaciio do ovdeite inicia-sc logo apds a sua remogdo do interior do
foliculo, pode comprometer a capacidade de desenvolvimento do cmbrifio, principalmente
quando se realiza colela de ovocito in vivo, verificando-se alteragdes na fecundagdo,
distribuicio de grinulos corticais e formagdo de proniicleo, quando se compara a maturagio
in vitro com in vive (IRITANI ef al. 1984; HYTTEL ef al. 1989, MARQUANT-LE ef al.
1989). Sendo assim, ha necessidade de se desenvolver meios que mantenham o ovdcito
viavel durante o scu transporte até o laboratdrio, mantendo sua capacidade de completar a
maturacdo nuclear e citoplasmaltica.

A inibi¢fio do reinicio da mciose, imediatamente apds a aspiragdo folicular ¢ durante
o periodo de transporte, ¢ considerado por alguns autores como uma mancira de manter a
viabilidade do ovécito para a produgdo in vitro (PIV) (CHANG, 1955). Para isto, tém sido
realizados estudos utilizando principios fisiologicos e farmacologicos. Apesar da maioria
destes principios ndo setem compativeis com a sobrevivéncia do ovocito, verificou-s¢ que o
fluido folicular inibe a maturagdo desta estrutura sem comprometer o seu polencial de
desenvolvimento (SIRARD, 1989-1990; AYOUR & HUNTER, 1993; DOSTAL &
PAVLOK, 1996). Scgundo estes autores, este fluido fisinlogico representa um meio

provavel para a manutengdo e transporte dos ovocitos.



O objetivo deste trabalho foi de avaliar o efeito do fluido folicular na manutengfio de

ovocilos imaturos recém aspirados, mantendo o desenvelvimento do ovécito até blastocisto.



2. REVISAQ BIBLIOGRAFICA

2.1.  MATURACAO DO OVOCITO

Embora os eventos fisiolégicos capazes de induzir as transformagdes morfoldgicas ¢
metabélicas gque ocorrem na maturagio dos ovécitos, ndo estejam ainda totalmente
esclarecidos, observa-se que durante esta fase ocorre uma gradual capacitagio do ovdcito
para o futuro desenvolvimento embrionario (MOTILIK & FULKA, 1986).

A maturagio dos ovacitos pode ser definida como o somatério de eventos fisiologicos
que tornam esle gameta apto a ser fertilizado e iniciar o desenvolvimento embrionario
(GRIMES & IRELAND, 1986; LEIBFRIED-RUTLEDGL et o/ 1987). Corrobarando,
ASSEY ef al. (1994) observaram quc ovocitos bovinos aspirados de foliculos dominantes,

antes da onda pré-ovulatoria de LI, sofrcm alleragdes na morfologia nuclear ¢



citoplasmatica, essenciais para o seu desenvolvimento. Segundo BEVERS ef of. (1997) e
HYTTEL et al. (1997), durante o processo de maturagio nuclear e citoplasmatica, que
acontecem no periodo de desenvolvimento pré-ovulatério do ovdcito, hd alleragdes no
numero, tamanho e também na posicdo das organclas citoplasmaticas, que vio em dircgio
a0 centro da célula, formando assim, o cortex livie. HYTTEL ef al. (1986-1989)
observaram que ovécitos imaturos apresentam um cspago perivitelino, membranas
vesiculosas distribuidas uniformemente, grupos de mitocdndrias na periferia, formagio do
primeiro corpisculo polar, e como Gltimas alteragdes, prolongamentos citoplasmaticos das
células do cimulos penetrandoe a zona pelicida, além da dispersdo dos granulos corticais a0
longo da periferia do citoplasma. Estcs autores ressaltam que a dispersdo dos granulos ¢
uma alternativa para a avaliagdo ultraestrutural da maturagio final de ovocitos. Nestes
trabalhos também se constatou que ocorre um aumento no nimero de granulos corticais,
simultancamentc com o decréscimo dos complexos de Golgi e agrupamento do REL.
(Reticulo endoplasmética liso), demonstrando uma possivel redugdo no metabolismo do
odcito. MOOR & WARNES (1979a); BEVERS ef al. (1997) ¢ HYTTEL et al. (1997)
consideram que estas mudangas sfio de extrema importdncia para a fertilizagfio e posterior
desenvolvimento do concepto.

A maturacio nuclear e citoplasmatica inicia-se em quase todos os mamiferos apos o
nascimente, no momento em que a ovogonia deixa de proliferar e 0s cromossomas passam
a primeira divisio meidtica, aé a fase de dictidteno (SUSS & WUTHRICH, 1985).
Conforme estes autores, nesta fase as células germinais, ou ovocitos, 1€m um niclco grande

denominado vesicula germinal (VG) que apresenta a cromatina descondcnsada.



Em cada ciclo ovariano da vida reprodutiva dos mamiferos, um nimero limitado de
ovocitos retoma a divisio meiolica (AKTAS er af. 1995), ha dissolugdo do envelope
nuclear ou ruptura da vesicula germinal (RVG) e o condensamento da cromatina,
formando-se o primeiro corpo polar (WASSARMAN, 1988). Estas ocorréncias
caraclerizam a metafase da segunda divisdo meidtica, onde ocorre uma nova interrupgdo da
meiose que sé sera reiniciada apds a ativagiio pelo espermatozoide (STRARD ef /. 1989).

WASSARMAN (1988) afirma que na maturagdo do ovoecito ha uma ctapa
denominada “aquisigio de competéncia meidtica”, a qual confere a esta célula germinativa
a capacidade de solter reducdio meiotica. A aguisicio de competéncia meidtica ocorre em
duas etapas, sendo que na primeira o ovécito torna-sc capaz de quebrar a vesicula
germinativa e atingir a metafase [ (M 1), e na segunda o ovocilo adguire a capacidade de
desenvolvimento até a metafase 11 (M II). Durantc estas etapas a maturagdo nuclcar ¢
regulada pela agdo do “fator promotor de maturagio citoplasmatico”, o qual ativa a quebra
da VG e promove a condensagio cromossdmica (NORBURY & NURSE, 1992). Também
o FSI promove a condensagdo cromossémica e a formagdo dos pronucleos, juntamente
com a emissdo do primeiro corpo polar, tendo seu cfeito mediado pela agio do estrogeno

(WASSARMAN, 1988).

2.2. CONDICOES QUE INTERFEREM COM O MIV/PIV

Apesar da produgdo in vifro (PIV) ser uma inovadora biotecnologia, 0 processo de

fertilizacdo dos odcitos e o conscguinie desenvelvimento embriondrio  apresentam

resultados inferiores aos observados in vive {LIEBFRIED-RUTLEDGE ef al. 1987).



Sezundo (MOOR & WARNES, 1979 ¢ STAIGMILLER & MOOR, 1984) fatores que
atnam durante a maturacio in vitre (MIV) ¢ mesmo na fecundaciio in vitro (FIV), podem
cstar comprometendo ¢ desenvolvimento destas técnicas. Acredita-se que a maturagao
citoplasmatica imcompleta seja um possivel fato que interfere nos resuliados da PIV,
afetando assim a qualidade do potencial do ovocito para o desenvolvimento embrionario
(LIEBFRIED - RUTLEDGE ef af. 1987). Observou-sc a ocorréncia de atraso na dispersio
dos pranulos corticais no citoplasma nos ovocitos maturados in vilre, quando comparado
com os maturados in vivo (HYTTEL ef al. 1989).

A qualidade do ovoécito ¢ indispensavel para o succsso de PIV, com o mesmo
devendo apresentar boas caracteristicas morfologicas ¢ compeléncia de desenvolvimento
(LIEBFRIED - RUTLEDGE ef af. 1987) in vitro. MOOR (1978) ¢ CRAN (1989) relatam
que ovdcitos imaturos ¢ ovoeitos velhos tém maior tendéncia i polispermia, pois no caso
dos imaturos os grinulos corticais nio estiio ainda dispostos na periferia, ¢ em ovécitos
velhos ha problemas de interagdo celular devido 4 maturacfo exagerada.

Na MIV ¢ comum haver uma fragmentagdo celular e desenvolvimento embrionario
retardado, quando se utiliza ovocilos ndo totalmente maduros. Existem algumas substancias
que interferem nesta maturagio de ovodcitos, como o fator promotor da maturagdo (MPF),
que atua ne desaparecimento da membrana nuclear e condensagfo cromossémica (JATEN ef
al. 1976; NORBURY & NURSL, 1992).

Um ovocito considerado maduro a nivel nuclear, ndo significa que esteja pronto para
ser fecundado ou de ter um desenvolvimenio embrionario normal (COSTA, 1994), devido
as grandes diferengas no potencial de desenvelvimento de embrides oriundos de ovocitos

maturados in vitro quando comparados com os maturados in vive. Durante o processo de



maturagio ¢ fundamental quc ocorra uma sincronizagio entre os eventos nucleares,
citoplasmaticos ¢ dc¢ membrana, para uma normal fecundagiio e desenvolvimento
cmbrionario (MOOR & WARNES, 1979a ¢ STAIGMILLER & MOOR, 1984). Portanto, ¢
essencial para 1V a complcta maturagdo in virre (MIV) dos ovdcites, o que lhes ira
conferir melhores condi¢des para o desenvolvimento embriondrio (BRACKETT, 1983;
BEVERS et ai. 1997, HY'I'TEL ez af. 1997).

Sendo o0s eventos fisiologicos intracelulares que atuam no  desenvolvimento
cmbrionario, associados com a aquisicio da competéneia meidtica adquirida durante a
maturagio do ovocito (COSTA, 1994). Scgundo MOORL & LINTERN-MOORE {1974) o
citoplasma de ovocitos dc mamileros pré-plberes nio sintctizam o MPT' e outras protcinas
indispensaveis para o reinicio da meiose.

Alguns autorcs afirmam que o tamanho do foliculo possui uma correlagdo com a
competéncia meiotica (TSAFRIRI & CHAINNING, 1975b; SORENSEM &
WASSARMAN. 1976). Segundo cles, em ovociios aspirados de foliculos pequenos ndo ha
conclusio da meiose. Da mesma forma, MOTLIK & FULKA (1986) verificaram que
ovocitos obtidos de pequenos foliculos antrais 1ém uma habilidade limitada para retomar a
meiose apds 24 horas de cultivo.

Avaliando o tempo de maturagio SUSS & WUTHRICH (1985); SIRARD et al.
(1989); SIRARD & BILODEAU (1990) ¢ FUKUDA ef al. (1990) encontraram melhores
respostas apos 24 horas de cultive. Corroborando com cstes autores, MONOGHAN et al.
(1993) testaram o efcito de 18 e 24 horas de cultivo sobre a maturagdo de ovdeitos,

observando respectivamente, 81 e 80% de maturagio nuclear e 74 e 76% de clivagem.



Entretanto estes autores verificaram maior taxa de blastocistos ¢com a maturagio por 24
horas.

Talvez seja necessaric que os ovocitos obtidos de foliculos menores, scjam
submetidos a um tratamento apds a aspiragiio, para que adquiram condigdes fundamentais
para desenvolvimento embriondrio, pois a aspiragio folicular pode interromper a maturaciio
(LONERGAR ef al. 1997).

Segundo SIRARD ef af. (1995) durante a MV, a origem do fluido folicular nflui na
habilidade dos ovoécitos de adquirir competéncia para o desenvolvimento embrionario. Ao
realizar estudos avaliando a correlagiio enire o didmetro do ovdcito bovino, o tamanho
folicuiar, a competéncia meidtica e a sintese de RNA, FAIR ¢f of. (1995) encontraram uma
pequena correlagio positiva entre o didmetro do ovocito e o tamanho folicular, observando
que ovocilos de didmetro menores de 2 mm possufam menor capacidade de obter
maturagio que os de maior didmetro (3 a 4 mm), e uma diminuigde gradual na sinlese de

RNA com aumento do didmetro dos ovocitos.

2.3. FATORES QUE PARTICIPAM NA MANUTENCAQ DOS OVOCITOS

Muitos sistemas de fnaturagﬁo tém sido testados procurando um efcito estimulador da
matura¢do. Alguns autores adicionaram hormdinios € soros aos meios de cultivo, com o
objetivo de alcancar melhores taxas de maturagio ¢, por conseguinte, muior produgdo de
blastocistos (LIFHMAN et al. 1986; SIRARD & FIRST. 1988). RACOWSKY &
McGAUGHEY (1982) consideram que os cstrogenos e progesterona sdo esteroides

intimamente envolvidos na maturago citoplasmatica ¢ nuclear dos ovocitos. BEVERS ef



al. (1997) isolaram do fluido folicular humano um esterdide que ativa a meiose; sendo
assim as conceniragdes destes hormdnios e ponadotropinas no plasma periférico e fluido
folicular sdo importantes para o processo de maturagdo do ovicito, atuando
cspecificamente na meiose, inibindo ou estimulando-a, refletindo assim na fertilizagio e
desenvolvimento embrionario.

Os protocolos atuais de MIV utilizam tante o LI, como o FSH ou mesmo a
combinagdo destes (FLEMING & WATOM, 1993). LIEBFRIED & FIRST (1980) afirmam
que cstes horménios gonadotroficos influenciam na divisio do ovdcito, acclerando a
maturagdo, 0 que ocorre através da inibigdo ou redugdo da atividade do inibidor da
maturacdo (OMI) ¢ da redugdo de concentragdes de fons nas células da granulosa,
propiciando desta forma a rctomada da meiose. TSAFRIRI er al. (1982), FRETER &
SCHULZ, (1983), para explicarem o mecanismo desbloqueador do LH sobre a maturagio,
durante o pico ovulatdrio, prepuscram que esta gonadotropina estimula a degradacde das
Jun¢des gup, interrompendo a via de acesso do OMI ao ovocito; bem como o LH mibiria a
sintese ou a liberagio de OMI pelas células da granulosa; ¢ por fim, acredita-se que o LH
paderia agir diretamente sobre o ovacito {TSAFRIRT e af. 1982).

O OMI foi caracterizado como peptideos secretados pelas células da granulosa de
haixo peso molecular ¢ sensivel ao calor, que passam através das jungdes gap ¢ inihen a
divisio celular, mantendo as células germinativas na fase de dictioteno (WASSARMAN,
1988). Entre 0s mecanismos dc agdo propostos para o cftito inibidor do OMI, existe a
hipotese de que cste fator inibiria a atividade transcripeional indispensavel para a retomada

da meiose (FRANCIIMONT, 1982: SIRARD ef al. 1992). O TSI e a prolactina



estimulariam a célula da granulosa a secretar o OMI, enquanto que a testoslerona ¢
dihidrotestosterona inibiriam sua secrecfo.

Alguns fatores secretados pelas células da granulosa também interferem com a
maturacio de ovéeitos, ao promoverem aumento na secregio da prolactina, a qual mibe a
maturacfio destes gametas (CHAINNING & EVANS, 1982).

Segundo SUH er af. (1993) o co-cultivo com c€lulas da granulosa interfere no
desenvolvimento embrionario. Corroborando, SACEKI e al. (1990) observaram que essc ¢o-
cultivo beneficia o processo de MIV e com igso aumenta a taxa de produgdo de blastocistos,
quando comparado com o método convencional dec MIV.

Segundo GURRRA & PCTERS (1990) as comunicagdes intercelulares sdo outros dos
latores que participam do dcsenvolvimenio do ovocito. Atraves das jun¢fes gap, que
representam locais de continuidade fisica entre ovocitos, células do cimulos vophorus ¢ as
células da granulosa, ocorre a intercomunicagiio de ovocito e células circunjacentes.
WASSARMAN (1988) observou que o AMPc, produzido pelas células foliculares, passa
através das jurcdes gap e promovem uma inibicio da meiose. Pouco antes da ovulagdo, o
nimero de jungdes gap decresce em cerca de 90%, ¢ esta perda se correlaciona com a
ruptura de vesiculas germinativas (RVG) e expansdo de cumulos vophorus. Assim,
acredita-se que por mcio de tal mecanismo os fatores que bloqueiam a mgeiose seriam
suprimidos ¢ a célula prosseguiria dividindo-se (GUERRA & PETERS, 1990). Tambeém o
calcio e o magnésio atuam sobre a divisio cclular, sendo estes ions importantes potr
reverterem o bloqucio da meiose (WASSARMAN, 1988). CHAINNING & EVANS (1982)

e WASSARMAN (1988) demonstraram que o acréscimo de um inibidor do transporte de



calcio bloqueia a quebra da membrana nuclear, ¢ que o magnésio € nceessdrio para que a
maturagdo do ovocito se complete.

QOutros trabalhos mostram a presenca de uma variedade de compostos que atuam na
maturagdo. HUBBARD (1983) observou em ovocitos de hamslers que a guanidina
monofosfato ciclica poderia ser responsavel pela inibigio da maturaciio. Assim como
EUSEBI er al. (1983} ao realizarem estudos cm humanos, verificaram 2 ativagio da meiose

através da participacdo da acctilcolina na fase final da maturagdo.

2.4, FLUIDO FOLICULAR

CHANG (1955), TSAFRIR] & CHAINNING (1975b) e EPPIG & DOWNS (1987)
verificaram a atividade inibitoria do fluido folicular sobre a maturagdo de ovdcitos em
vacas, ovethas, coclhas, hamster ¢ mutheres. DOSTAL & PAVI.OK (1996) e BEVERS er
al. (1997) afirmam que fatores presentes no fluido folicular bloqueiam o reinicio da meiose
de ovocitos. Segundo estes autores, ovdcitos cultivados in vitro dentro do ambiente
folicular, apresenlam uma aparéncia normal de maturagio nuclear, no entanto apenas uma
pequena parte desenvolveu-se apds a fecundagdo, o que reafirma a presenga de substancias
no fluido folicular que direta ou indiretamente interrompem a maturagio meiotica.

Neste cxsudado do plasma sangilineo, que contem glicoproteinas ¢ esteroides,
também se observa a presenga do fator inibidor da maturagio (OMI) (I'SAFRIRI &
CHAINNING, 1975a). LIEBFRIED-RUTLEDGE ef al. (1989) consideram que esta

sustancia inicialmente caracterizada como proteina, seja produzida pelas células da

granulosa, uma vez que o co-cultivo in vitro de ovécitos com um grande nimero destas



células ou em meios condicionados por eslas, inibem a retomada da meiose. Segundo
CHAINNING & EVANS (1982) o OMI ¢ secretado em quantidades significativas pelas
c€lulus da granulosa de foliculos pequenos ¢ médios, cnquanto que em foliculos grandes
esla secrecdio seria insignificante.

CROSS & BRINSTER (1970) obscrvaram que em meios de fertilizagdo com tluido
folicular bovino ocorre uma diminui¢io da fertilidade, podendo reduzir a pelispermia.
CHOI et al. (1998) estudaram o comportamento de ovocitos bovinas maturados em fluido
[olicular obtidos de foliculos grandes (6 mm) e foliculos pequenos (2-5 mm), e observaram
uma maior capacidade de maturagfio ¢ maior taxa de blastocistos cm ovocitos obtidos nos
foliculos de menor didmetro. No entanto, SIRARD & FIRST (1988) nfio observaram cfcito
de 50%, levando-os a considerar que o efeito inibitorio do fluido folicular sobre a meiose
scja dose dependente. BEVERS et af. (1997) constataram um efeito mibitério do fluido de
foliculos em maior ¢ menor grau, superindo modificagles na composigio do fluido
folicular com o decorrer do desenvolvimento do foliculo, levando a diminuigdo deste efeito

Alguns autores observaram que outros componentes do fluide folicular bovina tém
efcito parcial sohre a maturagfio de ovocitos (SAFRIRI & CHANNING, 1975a). Entre
meiose de ovocitos desnudos de bavinos. Estes autores observaram que no tluido folicular,
além dos fatores que inbem a maturagfio, existem alguns falores que atnam positivamente
na rctomada da maturacio dos ovocitos. KA et al. {1997) e CHOI e al, (1998) afirmam que

o fluido folicular coniém diversos lipos de hormdnios, tais como esterdides sexuais,



prostaglandinas, peptideos, relaxina, gonadotropinas e estradiol, tante como diversos
fatores de crescimento, que estimulam a maturagao nuclear e citoplasmatica, YOSHIDA e/
al. (1992) e KIM er al. (1996) mostraram que no fluido folicular bovine e porcino variam
0s niveis de um inibidor ¢ de um estimulador da meiose, de acordo com o estagio de
desenvolvimento dos foliculos. O fluido folicular coletado de 0 a 4 horas apds a onda de
LH possui atividade na inibigAo da meiose, o qual estd ausente no fluido folicular coletado

8 ou mais horas apds a enda de 1.H (ROMERO-ARREDONDO & SEIDEL, 1994).



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. LOCAL DO EXPERIMENTO

O presente trabalho foi realizade no Laboratorio de Reprodugdio Animal da

EMBRAPA Gado de Leile, Juiz de Fora, MG, no periedo de janeiro a agosto do ano 2000.

3.2. OBTENCAO DOS OVARIOS

Os ovarios foram coletados de vacas abatidas no matadouro da cidade de Juiz de Fora
— MG. Imediatamente apds o abale, os ovarios foram removidos, independentemente da
fase do ciclo estral em que se encontravam, procurando ainda cvitar a contaminagdo com
residuos orgdnicos. Os ovdrios foram transporlados para o laboratdrio em solucdo
lisiologica 0,9% de NaCl, acrescida de 0,05g/1. de sulfato de estreptomicina, a uma

temperatura de 34 a 35°C.



No laboratério, os ovarios foram lavados com a mesma solugdo de transporle,
depositados num Becker ¢ mantidos em banho-maria a 37°C, para posterior aspiragio dos

foliculos.

3.2,1 Obtencao, Inativacio ¢ Estocagem do Fluido Folicular Bovino (FFb)

O fluido folicular foi obtido por aspiragiio de foliculos de 2 a 6 mm de didmetro, com
uma seringa de 10 ml e agulhas 25x8 mm. Apos a aspiragdo. o liquido folicular foi
centrifugado duas vezes por um tempo de 15 minutos a 300 x g. Posteriormente, o
sobrenadante foi retirado ¢ inativado a 56°C por 30 minutos, sendo filtrado, aliquotado,
conpelado a -15" C e descongelado por ocasiio do uso. Foram utilizadas trés partidas de

FFb inativado, e em Lodas a osmolaridade foi mensurada

3.3. OBTENCAO DOS OVOCITOS

Os ovdcitos foram obiidos pela aspiragio de foliculos de 2 a 8 mm de didmetro, de
ovarios de matadouro (semelhante ao item 3.2), sendo o conteddo depositado em calice
conico contendo 5 ml Talp-Hepes mantido a 37° C em banho-maria. Apés 15 minutos de
decantagdo, o sobrenadante foi desprezado ¢ o sedimento ressuspendido com 10 ml de
Talp-Hepes. transferido para uma placa de Pétri, ¢ mantido numa mesa aquecedora a 37°C,
onde os ovocitos foram selecionados ¢ classificados com auxilio de um microscopio
estereoscOpio. Considcrou-se vidvels, os ovocitos com c¢élulas do cumulos oophorus
compacto, possuindo no minimo trés camadas de células, citoplasma homogéneo ¢ sem

alteragies visiveis. (FIGURAT)



Apbs a selecdo, lavagem ¢ contagem, os ovocitos foram distribuidos aleatoriamente
¢m quatro tratamentos:

- Tratameno 1 (T1): Os ovocitos foram mantidos cm meio constituido de 70% de
FFb e 30% de T'alp-Hepes.

- Tratamento 2 (T2): (s ovocitos foram mantidos em meia constituido de 100% de
ITh.

- Tratamento 3 (T3): Os ovocitos foram mantidos em mcio constituido de 100% de
Talp-Hepes.

- Tratamento 4 (Controle): Os ovacitos foram levados para a maturagdo in vitro, logo
apos 4 aspiragdo tolicular e selecio.

Nos tratamentos TI, T2 ¢ 13, os ovicitos permaneceram em 1,2 ml dos meios durante

5 horas a 37°C, cm tubos de Eppendor! vedados com parafilme.

34, MATURACAO IN VITRO

Na maturagiio, os ovécitos foram colocados em placas de Petri escavadas, contendo
400 pl de TCM-199, acrescidos de 10% de soro de vaca em cio (SVC) ¢ 20 pg/ml de FSH
conforme COSTA (1994). e levados para cstula incubadora a uma tempceratura de 38.6°C,

65% de ymidade e 5% de CO; em ar atmaostérico, por 24 horas.
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3.5. PREPARACAO DO SEMEN PARA A FECUNDACAO IN VITRO (FIV)

Para cada repeti¢iio ulilizou-se uma palhcta de sémen congelado de bovino da raga
Holandesa. O sémen foi descongelado em banho-maria a 37°C por 30 segundos ¢ avaliado
em sua molilidade e vigor, conforme FONSECA ef al. (1992).

Os espermatozoides foram obiidos através da técnica do “swip-up”, (PARRISH er al.
1995) da seguinte mancira:

O conteddo de cada palheta foi dividido e depositado no fundo de dois tubos com
tampa. contendo 1 ml do meio SPTL adicionado de 20pg/mi de heparina. Em seguida os
tubos contendo o sémen ¢ o SI”I'L foram levados para estuta incubadora ¢ mantidos a 39°C
e 5% de CO,, durantc uma hora. Apés a incuba¢fio, o sobrenadante contendo os
cspermatovdides foi recuperado e centrifugado por 8 minutos a 200 x g. O sobrenadantc foi
desprezado e o sedimento ressuspendido com | ml de SPTL, adicionado de 200 ug /mt de
heparina e levado para estufa incubadora por mais 15 minutos, sob as mesmas condigbes
atmosféricas citadas antcriormente. Durante este periodo foi realizada a contagem
espermatica em cimara Newbauer ¢ avaliada a motilidade ¢ o vigor. Ao final dos 15
minutos, o contcido foi novamente centrifugado durante 8 minutos a 200 x g € o sedimento

ressuspendido em 0,5 ml de meio de Fert-Talp, antes de seguirem para a FIV.

3.6. FECUNDACAOQ INVITRO

A fecundagiio in vitro foi realizada cm gotas de 100-150 plb de meio Fert-Talp,

acrescido de 2,0 a 2,5 x10° de espermatozoides/ml e 30-40 ovocitos, cobettas com ¢leo



mincral, ¢ mantidas em estula incubadora com 3% COs, em ar atmosiérico e 95% de

umidade a 38,6 °C, durante 22 horas.

3.7. CULTIVO INVITRO

Apds a fecundagio, os ovocitos foram parcialmente desnudados e lavados por duas
vezes em meio Talp-Hepes ¢ uma vez em meio de CR2 aa. (WANG et al., 1997).

O cultivo foi realizado em gotas de 50 pl de meio CR2aa acrescentado com 10% de
soro fetal bovino (SFB), 10 mM de glicina e 1,0 mM de alanina, cobertas por Oleo mineral
¢ posteriormente levado a uma estufa incubadora com 5% CO;, em ar atmosférico e 95% dc
umidade com uma temperatura de 38,6 °C, durantc 10 a 11 dias. Metade do meio de cultivo
foi trocado entre 72 e 96 horas apos o inicio da fecundagio, sendo avaliada a taxa de
clivagem as 72 horas apds fecundagio, a taxa de produgdo de blastocislos no sétimo ¢

oitavo dia de cultivo e a taxa de blastocistos eclodidos foi avaliado no 10 ¢ 11 dia.

3.8. ANALISFE, FSTATISTICA

Os pardmetros avaliados foram taxa de clivagem, taxa de blastocisto total, taxa de
blastocisto no sétimo e oitavo dia, e taxa de blastocistos eclodidos com relagdo ao total de
blastocistos. Os resultados foram analisados através do leste de Qui-Quadrado, com

excecio da taxa de blastocistos eclodidos, no qual foi utilizado o Teste Exato de Fisher.
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FIGURA 1. SELECAO DE OVOCITOS: A. OVOCITO COM CUMULOSCOMPACTO, B. OVOCITO
SEMIDESNUDO, C.OVOCITO COM CELULASDO CUMULOS SEMI-EXPANDIDO.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente experimento, os ovocitos mantidos em 70% e 100% de fluido folicular
bovino e em 100% de Talp-Hepes por S h apos a aspiragdo folicular, apresentaram taxa de
clivagem (FIGURA 2), taxa de blastocisto total e blastocistos eclodidos (FIGURA 3 e 4)
semelhantes (p>0,05) ao grupo controle, (TABELA 1 e 2). No entanto, a taxa de
blastocistos encontrada no 7° dia pas-fecundagéo (FIGURA 3) foi maior (p< 0,05) no grupo
controle, quanda comparado com os tratamentos com 70% e 100% de FFb. (TABELA 1),

Os resultados de taxa de blastocistos total e blastocistos eclodidos encontrados neste
experimenta mostram a capacidade do FFb em manter o potencial de desenvolvimenta dos
ovocitos, quando estes sdo mantidos por 5 horas a 37°C em ar atmosférico. O mecanismo

pelo qual o FFb manteve o potencial de desenvolvimento dos ovacitos pode ter sido através

.....
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a0 final de um periedo de seis horas, no qual os ovocitos bovinos foram condicionados em
100% de FFb, uma maior taxa de ovdcitos que se mantiveram em estagio de ruptura de
vesicula germinativa (RVG), com menor porcentagem de ovocitos apresentando
condensagdo cromossdémica [ e condensagdo cromossdémica I, o que representaria um
atraso no remicio da meiose por agdo do FFb. Esta maior taxa de ovocitos em RVG
também foi encontrado por AYOUB & HUNTER (1993); BEVERS ef al. (1997) e
SIRARD & FIRST (1988), gue consideraram uma evidéncia da acdo inibitéria do FFb
sobre o desenvolvimento do ovocito.
CHOLI ef o/ 1998). No experimento realizado por KIM ef al. (1996) verificou-se que a
utilizagdo de 60% de FFb obtidos de foliculos de 1-Smm no meio de maturagiio inibem o
desenvolvimento € a maturagdo do ovacito, o que deve ser em fungio da coagulacdo das
c€lulas da massa do cimulos causada pelo fibrina livre presente no fluido. Ao passo que o
FFb na concentragio de 10% estimulou a maturagio, bem como a habilidade para o
desenvolvimento de células germinativas bovinas. Portanto, a manutengio da viabilidade
dos ovécitos que permaneceram em 70 ou 100% de FFb pode ter sido através de sua agdo
viessem a atingir metafase IT antes do final das 24 h de cultivo utilizado para a maturagio in
vitro.

O tempo ideal de maturago in vitro esti em torno de 18 a 24 h (MONOGHAN ef af.
1993). Ao se avaliar o tempo de maturagdo in vitro, SUSS & WUTHRICH (1985);
SIRARD et al. (1989), SIRARD & BILODEAU (1990) e FUKUDA ef al. (1990)

encontraram melhores respostas apos 24 horas de cultivo. Corroborando com estes autores,



MONOGHAN ef af. (1993) testaram o efeito da maturagio de ovacitos cultivados por 18 e
24 horas, observando 81 ¢ 80% de maturagio nuclear, 74 ¢ 76% de clivagem,
respectivamente, enquanto a maior taxa de blastocistos ocorreu com periodo de maturagio
por 24 horas. Entretanto, tempo maior do que 24 h de maturagio podem ser prejudiciais ao
desenvolvimento posterior dos ovdcitos fecundados, produzindo piores taxas de produgio
de embrides (BRACKETT, 1983, BEVERS, et al. 1997 ¢ HYTTEL et af., 1597) e maiores
taxas de polispermia e ativagio partenogenética (CRAN, 1989; BRACKETT, 1983 e
KING, er al. 1986), resultado de ovacitos que atingiram metifase 11 durante as 24 h
necessarias para a maturagao, € que com o decorrer do tempo vio se tornando susceptiveis
as alteragdes de fertilizagdo ou a partenogénese.

| E provavel que a inibicio da retomada da meiose, durante o periodo de 5 h dos
avocitos em FFb, tenha contribuido para que o tempo de 24 h de maturagio i viiro fosse
adequado para a maturagdo nuclear, de modo que essa somentc se reiniciasse totalmente
quando os ovocitos fossem transferidos para o meio de maturagio apropriado, mantendo o
potencial de desenvolvimento do ovocito, resultando em uma taxa de blastocistos total
semelhante ao controle,

O papel do FI'b sobre a maturagio ovocitaria pode ser mediada por gonadotrofinas e
outros horménios (prolactinas), bem como por AMPe, substincias importantes para o
processo de maturagdo do ovocito, atraveés de seus efeitos inibidores ou estimuladores da
meiose, e refletem na fertilizagio e desenvolvimento embrionario (FLEMING & WATOM,
fatores inibidores ou estimuladores como gonadotrofinas, hormdnios (FSH e prolactinas) e

AMPc¢. Estes compostos atuam estimulando as células da granulosa a secretar o OMI, que
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por mtermeédio das jungdes gap atua no ovécito mantendo-o na fase de dictidteno
(WASSARMAN, 1988).

O tamanho do foliculo parece influenciar o efeito do FFb sobre a inibicio da
retomada da meiosc. KIM er of. (1996) observaram que o fluido folicular obtido de
pequenos foliculos (2-6 mm) diminui a capacidade de desenvolvimento do odcito quando
na maturacdo fn vitro. Também BEVERS e/ al (1997) verificaram um maior efeito
ocorridas na composigice do FFb com o decorrer do desenvolvimento folicular levam a uma
diminuigdo deste efeito inibitorio sobre o desenvolvimento do ovécito ¢ o surgimento de
um estimulo 4 maturagdo. Portanto, a utilizagdo de FFb aspirado de foliculos menores do
que 6 mm de didmetro, como o utilizado no presente experimento, resulta em maior
eficiéncia na inibigio da retomada da meiose.

No presente experimento também se observou resultados semelhantes, quando os
ovocitos foram mantidos pelo mesmo periodo em um meio que ndo inibe a retomada da
meiose (Talp-Hepes). Os ovacitos quando retirados do ambiente folicalar perdem o contato
com os agentes inibidores presentes no FFb, e reiniciam a meiose, iniciando o processo de
maturagio (DOSTAL & PAVILOK, 1996; BEVERS er al/. 1997). No entanto, para que a
maturacdo ocorra de maneira eficiente, é necessara a presenca de hormonios, comoe o FSH
¢ LH, que ativam o fator de promo¢do da meiose (MPF) (TSAFRIRT & CHANNING,
1975b). Come o meio Talp-Hepes ndo possut agentes inibidores e nem hormonios
estimuladores da meiose (BEHRENSDORF, 1999) a meiose provavelmente foi retomada,

porém, com progressdo mais lenta, mas suficiente para manter a viabilidade do ovocito.
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Apesar das taxas dc blastocistos total e de blastocistos eclodidos (TABELA 1 e 2)
terem sido semelhantes entre os tratamentos e controle, a taxa de blastocistos no 7° dia pés-
fecundagdo foi maior para o contrale (34,8%) do que para os tratamentos com 70% (21,1%)
¢ 100% (18,5%) de FFb, e semelhante ao tratamento com Talp-tHepes (25,2%) {TABELA
[). Esses resultados mostram que embora a manutengiio de ovocitos bovinos em FFb nio
mterferio na produgdo de blastocistos, existe um atraso no desenvolvimento desses zigotos,
quando comparado com o grupo controle, e que reflete na porcentagem de blastocistos
recuperados no sétimo dia de cultivo apos a fecundagio.

O resultado inferior quanio a taxa de blastocistos no sétimo dia, obtido pelos
tratamentos contendo FFb, pode ter sido provocado por uma maturacdo citoplasmatica
alterada do ovocito, tendo cfeito posterior na fecundacdio, atrasando o desenvolvimento
embrionario. Os efeitos do FFb sobre a maturagéio nuclear sio bem conhecidos (TSAFRIRI
& CHANNING, 1975b) porém, pouco se sabe sobre a maturagio citoplasmatica.

Isto pode significar que as concentragdes de FFb utilizadas no presente trabalho sio
suficientes para inibir a meiose durante o tempo testado, contudo, pode ndo ser suficiente
para obter maturagio citoplasmatica completa, resultando no atraso do desenvolvimento do
embnido no 7 dpf, sem reflexo na taxa de clivagem e taxa de blastocisto total. Apesar deste
atraso do desenvolvimento de ovocitos no 7 dpf, este pode ser utilizado como opgio
quando as condigdes ndo permitirem o uso de outros meios de cultivo, pois a taxa de
clivagem e blastocisto total ndo apresentaram diferengas estatisticas ao se comparar estas
taxas com o controle.

Segundo LARROCA ef al. {1995) e CHOI ef al. (1998), altas concentragdes do FFb

podem comprometer a fertilizagio, pois causariam uma maturagdo citoplasmatica
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insuficiente, atribuide principalmente a presenga de fatores no FFb, como o acido linoleico
¢ purinas (adenosina ¢ hipoxantina), que contribuem cmt manter o ovécito no estado de
dictidteno, principaimente por manter alto niveis de AMPc. Esses fatores sio também
responsaveis pela maturagdo citoplasmitica insuficiente, o que comprometeria ©
desenvolvimento do ovocito (TSAFRIRI ef af., 1982),

A manutengiio dos ovdeitos em Talp-Hepes proporcionou uma taxa de blastocistos no
sétimo dia semelhante ao controle (TABELA 1). Este meio possui, além de nutrientes
necessarios para 0 metabolismo dos ovocitos, uma osmolaridade dentro dos valores
considerados desejaveis para o cultivo de embrides e ovécitos (260 a 305 mOsm/Kg)
DUKES (1996).0 Talp-hepes atende tais condigdes, pois a sua asmolaridade varia de 275 a
285 mOsm/Kg. Apesar de ser um liquido fisiologico, o FFb utilizado no presente estudo
apresentou osmolandade entre 334 e 346 mOsm/Kg. Esta osmolaridade elevada pode ter
sido prejudicial a maturagdo citoplasmatica, contribuindo para o atrase no aparecimento de
blastocistos no sétimo dia pos-fecundagio. No entanto, salientamos que a semelhanca entre
FFb na retomada da meiose sobre os ovécitos, ndo comprometendo sua maturacdo e seu
potencial de desenvolvimento. (TABELA 1 € 2). A qualidade desses embrides foi a mesma
entre 0s tratamentos quando avaliados no sétimo e a partir do oitavo dia de
desenvolvimento embrionario, significando que o FFb nfo interfere na qualidade dos
blastocistos. Por autro lado, fisiologicamente a osmolaridade elevada do FFb nio provoca
danos aos ovocitos mantidos dentro dos foliculos das fémeas vivas. Isso se deve aa fato de
conter agentes considerados osmélitos, como a taurine (DUKES, 1996), que ajuda a manter

o equilibrio osmético intracelular. Esses agentes s@o transportados para dentro ou fora das
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células, via canais de Nat, quando ocorre um estresse osmotico, mantendo assim o volume
celular. Na auséncia desses agentes, a célula precisaria aumentar ainda mais a troca de
osmolitos inorgénicos, como K+ e Cl-, o que seria desvantajose (DUMOULIN ef af. 1 997).
Ao mativar o FFb, para eliminar contaminantes, como fatores de complementos, pode-se
também estar eliminando fatores necessarios para o total equilibric da osmose entre @
ovocite e FFb, como também alterando ouiras possiveis caracteristicas do fluido que
podeniam fazer falta durante a manutengio dos ovocitos e provocar o desenvolvimento

embrionario mais lento apés a fecundacio.
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Tabela 1 : Efeito do fluido folicular bovino (FFb) e Talp-Hepes na manutengdo do ovécito
bovine imaturo avaliado pela taxa de clivagem, produgio de blastocistos no 7
dia apos fecundagdo e produgido total de blastocistos.

Clivagem Blastoc. 7° dia Blastocisto total’
Tratamentos n' n (%) n (%) n (%)
T1-Talp-Hepes ' 70% FFb 139 84 (60,43)" 28 (20,14)* 38 (27,34)°
T2-100% FFb 157 90(57,32)" 29 (18,47)* 41(26,11)°
T3-100% Talp-Hepes 143 82(57,34)* 36 (25,17) 47 (32,87)*
Controle 92 62(6739)°  32(34,78)" 34(36,96)"

Valores com diferentes letras na mesma coluna diferem entre si (p<0,05)

|- Total de 4 repeti¢des
2= Blastocisto total (soma de hlastacistos no 7° e 8 ® dia apos fecundacao).

Tabela 2 : Efeito do fluido folicular bovino (FFb) e Talp-Hepes na manutencio de ovdcito
bovina imaturo avaliado pela taxa de eclosiio dos blastocistos.

Tratamentos o Blastocistos eclodidos’
] n(%)_
T1-Talp-Hepes + 70% FFb 29 19 (65,52)"
T2-1060% FFb 37 26 (70,27)°
T3-100% Talp-Hepes 37 25 (67,57)"
Controle 27 18 (66,67)°

Os valores obtidos nio foram diferentes entre os tratamentos (p=0,05)

1= Total de 3 repetigdes _ _ o
2= Blastocistos eclodidos em fung¢éo do total de blastocistos mantidos e cultivados ate 11

dia apos a fecundagio.



FIGURA 2: DIVISAO CELULAR DOS ZIGOTOS BOVINOS APOS 72 HORAS DA FIV

FIGURA 3: BLASTOCISTO EM ECLOSAO
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FIGURA 4: BLASTOCISTO ECLODIDO
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5. CONCLUSOES

A exposicio dos ovacitos a 70% ¢ 100% de fluido folicular (FFb) e 100% de meio
Talp-Hepes por cinco horas ndo afetou as taxas de clivagem, blastocistos totais e
blastocistos ecladidos, quando comparados ao controle (procedimento convencional). O
FFb pode ser considerado uma alternativa para ser usado como meio de transportc de

ovacitos ao laboratorio, por um periodo de até 5 horas apés sua coleta,
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